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BIOSYNTHESE DE LA MELANINE
CHEZ SORDARIA MACROSPORA
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RLESUME - La vore de biosynthése de la mélanine chez Sordaria macrospora a et etablie
"ar l'identiflication des matabalites précurseurs excrétes d'une part dans le milieu de culture
lu champignon traité par un inhibiteur de mélanogenése, le tricyclazole, el dautre part
-ans celui de souches mutantes altérées dans leur pigmentation. Ces métabolites, de nature
entacetylique, caracténisent une  voie  de mélanogenése découverte chez dautres
\scomycétes et qui s'effectue par polymérisation du dihydroxy-1,8 naphtaléne (DHXN).

WBSTRACT . Melanin biosynthelical pathway in Sordaria macrospora has been established
sing precursor metabolites identification. These substances were isolated both from the
-ulture medium of the fungus treated with a melanogenesis inhibitor, such as tricyclazole,
ind from that of mutant strans aitered in their pigmentation. These metabaelites are pen-
aketides and characterise a melanogenelic pathways found in some other Ascomyceles and
«whieved by 1,8-dihydroxy naphthalene (DHN) polymerization.

MOTS CLES @ Sordaria macrospord, Ascomyceles, biosynthése, mélanine, dihydroxy-18
Japhialéne.

INTRODUCTION

Les recherches récentes entreprises sur les voies de mélanogenése fongique
s'expliquent par le role que peut jouer la métanine dans la pathogénicite des
cspeces: elle sert de protection, vis-d-vis d’agents du milien (biotiques ou
ahiotiques), pour les organcs de conservation (sclérotes, chlamydespores), mais,
surlout, sa presence parait importante pour la pénétration de la plante par cer-
lains parasiles. Ainsi, chez des pathogénes comme Pyricularia oryzae ou
Colletotrichum lagenarium, ce sont des appressoriums, structures auxquelles la
mélanine confére la rigidité, qui serviront a envahir I'héte.

En empéchant la mélanogenese, on diminue donc considerablement la
¢apacite d'envahissement de I'hdte par le parasite. Ainsi, des inhibiteurs chimi-
Gues de melanogenése appeles antipénétrants, tel que le lricyclazole, sont utilisés
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pour lulter contre la pyriculartose. On comprend donc bien, des lors, l'interét
porte ces derniéres annees avx processus de mélanogenése.

Divers travaux, récapitulés dans la mise au peint exhaustive de Bell &
Wheeler (1986), ont permis de montrer gu'il existait, chez les champignons, plu-
sieurs voies de biosynthese des melanines, originales et spécifiques:

* voie du y -glutaminyl-1 dihydroxy-3,4 benzéne (GIJEEB),
* voie du catechol,
* voie des polyacétates via le dihydroxy-1.8 naphtaléne (DHN).

La voie de biosynthése animale (polycondensation oxydative de la dihydroxy
phenylalanine-1201A-) n'a pas eté demaontrée, jusquici, chez les champignons.

La voic qui nous interesse ici, celle du DHN, semble étre particuliere aux
Ascomycetes. Elle fut mise en évidence cher Vertici/fium dakliae par Bell & al.
{I1976a, b) et Stipanovic & Bell (1977) en uulisant des mutants deéficients en
melanine. Les principaux précurseurs de la vole ont éé deéterminés: scytalone,
trihydroxy-1.3.8 naphtaléne, vermélone, dihydroxy-1,8 naphtalene, de méme
quun certain nombre de produils de deérivation également presents dans le mi-
lieu de culwre (Tig. 1). Toutes ccs molecules sont issues d'une premiere conden-
sation polvacctyvlique (3 molecules d'acélale) e, a la suite de plusieurs réductions
el deshyvdratations, conduisent au DEHN, monomére présumé de la melanine. Les
mutations  alterant la melanisadon concernent en  général deux activilés
ensymaligues speciltques de fa vole, a savoir les déshydratases ou les réductases.
Le tricyclazole est un inhibileur specifique de cette voie. Ses siles d'aclion sont
localisés, selon Tokousbalides & Sisler {1979) et Woloshuk & al. (1980), au ni-
veau des acuvités réductases.  Cesl dailleurs une élude d'activite de cette
molecule sur plusicurs espéces (Wheeler, 1983) qui a permis de soupgonner
lexistence de la voie du IDIIN chex de nombreux Ascomycéles el
Dcutéromycétes. Cependant, le nombre d'espéces chez lesquelles la voie a elé
bien etudiée demeure restreint.

A la suile de l'observation (leblon., comm. pers.) de la décoloration du
mycelium de Sordaria macrospora par le icyclazole, nous avons enlrepris
Petude de la melanogeneése de ce champignon, donlt nous avoens précédemment
étudie les conditions de fructification (Roure & Bouillant, 1986). Cet Ascomycdle
presente une repreduction sexueée de Lype homothallique, au cours de laquelle la
melanisation rythme les différencialions successives - mélanisation des hyphes qui
donnent naissance a des périthéces blancs devenant neirs, a lintérieur desquels
se formenl des ascospores noires -, Pour cetle recherche, nous disposions, en ou-
tre, de plusieurs souches mutantles, altérées dans leur pigmentation, isolécs, et
bien caractérisces généliquement, par Zickler & al. (1984).

Daprés les résultats que nous avons déja oblenus en recherchant les
métabolites excréles par cette espece (Bouillant & al., 1988), il semble que la voie
des polyacétates soil res active chez Sordaria macrospora. En effet, plusieurs
molecules nouvelles (Fig. 2), formées par condensalion pelyacétylique (6
molecules d'acélate), ont été identifices; parmi celles-ci, le sordarial et son pro-
duit de réduction le sordariol. Des subslances analogues existent chez Pyricularia
oryzae; l'une d'elles, le pyriculol, (Iwasaki & al., 1969, 1973) phytotoxique, est
considéree comme en partie responsable de 12 pyriculariose.
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Ces analogies biochimiques font de Sordaria macrospora, bien que non
phytepathogene, un modéle biologique Lout & fail propice pour étudier non seu-
lement les précurseurs des melanines, mais également la preduction  de
polyacétates éventuellement phytotoxigues.

Par le présent travail, nous avons confirmé la voie de biosynthése de la
melanine chez S. macrospora en etudiant les métabolites libérés dans le milieu de
culture:

- par la souche sauvage trailée avec du tricyclazole,

- par differents mutants altérés dans lesr pigmentation, comparativement a
ceux produits par la souche sauvage non traitée.

MATERIEL ET METHODES

L.es Souches

La souche sauvage et les 3 souches mutantes de Sordaria macrospoara
(Auersw.) nous ont é1é données par G. Leblon (Laboratoire des lnteractions
Moléculaires Genomigues, Université Paris-Sud, Orsay). N° de souche (mu-
tation): 2716(B1S), 1901(B12), 2144(J14),

Miticu et Conditions de Culture

Le milicu utilisé est préparée a pardr des solulions méres suivantes: .KH,PO,
Sg LILK,HPO, 60g 1, I NgSO, 30g 1, IV, Oligoétements pour 100ml H,O:
A, citrique. 1H,O Sg; ZnS0,. 7 H,0 Sgi (NIL), Fe(80,), lg: CuSO, 0,25g;
MnS0; 0.03g: HBO, 0,05 NHMeO,. 2H,0 D05z, CHCl, tml, V. Bictine
Mmgl EtOH 30°, V1. Thiamine.l1C] 100mg 1 1,0, Pour 11 de milieu on
melange: 1L 10ml; H, 1Omi: 1, 10ml; 1Y, 0, Imb ¥, 0,5ml; VI, 0,5ml; glucose
10g; extrait de levure 3g: H,0 q.s.p. 1000ml. Les milieux solides sont préparés en
outant |3g d’agar. Pour I'elude des métabolites, les cultures sont réalisées en
milieu liquide: soil en erlens de 230ml contenant 30ml de milieu pour la produc-
on et I'isolerment des composés excrétés, ainsi que pour le test préliminaire d'in-
ibitien par différentes concentrations de tricyclazole, soit en erlens de 25ml
contenant 10ml de milieu pour les tludes cinetiques. L'incubation a lieu a
Vobscurité, a 20-24°C.

Suppltmentation par le tricyclazole

Le tricyclazole (méthyl-5 triazolo-1.2.4 [3,4-b] benzothiazole) est ajouté au
milteu de culture, en solution acetonique (maximum 20ul par erlen de 25ml,
pour limiter la texicité du solvant), 4 partir de solutions meres calculées pour ob-
tenir les concentrations finales de 0,1, 0,5, 1, 5 et 10ppm. Les concentrations
superieures nécessitent I'addition d'une plus grande quantité de solvant dont 1'ef-
fet sur 1a croissance mycélienne n’est pas ncgligeable.
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Fig. 1 - Voie de biosynthése de la DHN mélanine et voies dérivees: site dinhibition du
tricyclazele (----), mutants de S. macrospora (...}

lig. 1 - Pathway of DIIN melamn biosynthesis and branched pathways: site of inhibition
by tricyclazole {----); mutanis of 8. macrospora {.....).

Extraction et Iselement des metabolites

[.es milicux de culture, apres incubabion, sont séparés du myeelium par fil-
ration et extrails par Uacélate d'ethvle (2 x 1 vol), ou le n-butanol (1 x 1 vol).
Apres cvaporation des solvanis, Tes résidus secs sont repris par un volume mini-
mal de methanol. Pour lisolement des métabolites, les extraits bruts sont
fractionnes, d'abord sur colonnes de pelyamide acétyle (MN DC, Ac) eluées suc-
cessivement par: hexane, hexane-acétate d'éthyle l:1, acetate d’éthyle et enfin
acetate d'éethyle-méthanel 8:2, ou sur CCM avec centrifugation (Chromatotron)
sur gel de silice (60 PF,yy Merck), dans hexane-acétate d'cthyle-méthancl 6:4:1,
ensuite par CLIEP preparalive (calonne en phase reverse Cig Merek, 7, & 25, L
230mm) ou semi-preparatve (id. © 0,8mm), en conditions isocratiques. Selvant:
actlonitrile - 11,00 de 25 a4 30%, suivant la polarite des produils. Les études
cinetiques sont realisces a parlir de culiures du 2éme au lleme jour. Le
mycelium  est pese, aprés  Iyophilisadon, et le  milieu extrait comme
précedemment. Les extraits, en solution méthanolique, sont directement analyseés
en CLIEP: colonne phase réverse Altex, C)y 5, & 4, L. 230mm, gradient de sol-
vants: A} H,O + 2% dacide acétique;, B/ acétonitrile-11,0-acide aceique
73:23:2; 8% de B dans A a 45% de B dans A, en 35mn, lml/mn (Greenblau &
Wheeler, 1986). Double détection UV a 254 et 295 nm.
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[.es composes isobés

Les echantiflons 1émoins: 1étrahydroxy-1,3,6,8 naphtaléne, trinydroxy-1,3,8
naphtalene, vermelone, hydroxy-2 juglone ont é1é synthétisés par M. Gaudry
{Laboraioire de Chimie Biologique, Université Paris ¥I). les autres subslances
ont ¢lé isolces et caractérisées dans notre laboraloire a parlir de 5. macrospora:
scytalone, par extraction du milieu de cullure (3 jours) du mutant 1901,
dihydroxy-4.8 tétralone(DEIT), par extraction du milieu de culiure {3 jours) du
mutant 2144,

RESLLTATS

Fiude des métaholites excrétés par la souche sauvage traitée par e tricyclazole

Le Tait de traiter 5. macrospora avec le tricyclazole entraine une legére
decoloraton du mycélium, mais surtout wne coloration erangée du miliev de
cullure due a 'accumulalion de métabolites excretés. [ extraction, par l'acétate
d'ethyle, de ce milicu de cullure a divers temps d’incubation. nous a permis
Jidentifier par CCNI et CLHP comparalives avec des 1émoins syntheliques:
letrthydroxy- 1,3,8 naphtaléne (1,3.8-THN),

- Thydrexy-2 juglone (2ELD),
~la dihydroxy-4.8 tétralone-1 (4.8-DIIT),
-l lavioline (présente uniguement dans 'extrail butanolique).

Ces composes ne sonl pas excrétes par la souche sauvage non traitée, qui, par
contre, accumule les hexaacétates, sordariol, cyclosordariolone et heptacy-
clesordariclone donl nous avons récemmenl démontré les structures {Bouillant &
al., 1988, 1989).

Les cinetiques d'apparition el d’accumutation de ces differents composés (hor-
mis la favioline) aprés supplémentation du milieu de culture par dillérentes
concentrations de tricyclazole onl et étudiees. Aux concentrations ulilisees (la
plus efficace étant 3 ppm), l'accumulation des metabolites de la voie de
melanogencse commence a l'issue de la croissance exponentielle (au 3éme jour).
[L3E-THN er 2-H) ont des maximums de production plus précoces (aux Jeme et
Meme jours) que la 4.8-DHT (7éme et 8me jours); mais le 1aux d’accumulation
des deux premiers décroit rapidement. Par contre, le dernier demeure present
Jusyu’en fin de culture, méme lorsque le champignon esl lraité par des concen-
rations supéricures a 10 ppm, theéoriquement inhibitrices de la formation de ce
compose (Tokousbalides & Sister, 1978).

La comparaison, chez la souche (raitée ou non traitee, de I'évolution du poids
de maliére séche montre que, de 0,5 a 10 ppm, le tricyclazole n'affecte pas’la
croissance du champignen, Par contre, la formation des périthéces est retardée.
A des concentrations supéricures la creissance est réduite et le retard de
developpement augmente.

Ftude des métabolites excrétés par des souches mutantes altérées dans leur
Mgmentation
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Fig. 2 - Hexacétates de 5. macrospora,
Fig. 2 - Hexaketides of 5. macrospora.

- Souche 21344 cetie souche excréte dans le milieu de culture de nombreux
métabolites qui conferent a ce dernier unc (orte coloration orangée. Le mycélium
se colore progressivement, pour devenir brun foncé en fin de culture. Dans L'ex-
trait par Vacetate d'éthvle du miliey de culture, nous avons identifié essen-
ticllement: le 1.3.8-THN, la 2-HJ et {a 4.8-DHT. 1."accumulation des 2 premiers
composés est res fugace et n'est vraiment visible qu'aux deme et 5éme jour
diincubalion. Par contre, la 4.8-DIT, dont excrétion est décalée dans le temps
par rapport aux composés précédents demeure importante, méme en fin de
culture.

- Souche 1901: il s’agil d'une souche beaucoup plus claire que la précédente
(coloration rese). Elle excréte egalement de nombreux mdétabolites dans son mi-
lieu de culture (rosc-orange). Aprés purification ct isolement, nous avons identifie
comme compose majorilaire, la scytalene, premier intermédiaire connu de la
voie du DN, La flavioline est présente dans 'extrait butanolique. Aucun autre
dérivé connu de la voie de mélanogenése n'a é1é¢ mis en évidence dans cette sou-
che; par contre, les substances de la voie sordariol sont largement representées et
parmi elles, le sordarial, aldéhyde correspondant au sordariol, abondant ici,
alors qu'il n'existe qu'a I'ctat de trace dans la souche sauvage.
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- Souche 2716: celte souche développe un mycélium trés clair et un milieu de
culture égalemnent peu coloré. Aucun des précurseurs melanogénéliques n'est
present dans les extraits du milieu de culture. Seules les substances de type
sordariol (l2 encore, le sordarial) sont excrélées en abondance,

DISCUSSION

l.a demonstration de la présence, chez Sordaria macrospora, de metabolites
tels que la scytalone ou le 1,3 8-TILN, soit sous l'action du tricyclazole, soit dans
des souches mutantes non meélanisées, permet de conclure que la voie de
hiogenése de la mélanine chez celte espece esl bien la voie du DHN. &
macrospora se comporte ainsi comme d’autres Ascomycétes.

Parmi les 3 souches mutantes étudiées, la souche 2144 mime l'effet du
tricyclazele sur ia souche sauvage: un blocage au niveau de la réductase qui
transforme fe 1,38-THN en vermclone. La présence de composé dérivés du
[.38-THIN confirme ce résultat. Cependant, la coloration foncée prise par le
mycelium en fin de cultere laisse presager la formation d’autres pigments de type
melanique par une ou des voies dérivées qui pourraient elre présentes ou activees
lorsque la voic principale est blaguée. 11 n'est pas chimiguement impossible que
les produits deérivés puissent etre eux-mémes pelymerisables en melanines.

Par contre, les 2 aulres souches étudiées ne semblent pas avoir la faculté de
synthetiser des pigments bruns. La souche 2716 est une souche albinos qui peut
clre rapprochée du mutant alm-1 de Ferticilliom dahliae, un blocage précoce
empeche la formation de tout precurseur mefanique connu. La souche 1901, qui
dtcumule la seylalone, semble ére 'équivalent du mutant brm-1 de V. Zahliae.
Cependant, ce dernier excrite également de la vermélone quc Nous avens vai-
nement recherchée dans les extraits issus de la souche 1901, Dans ces 2 souches
claires, Vaccumulation de composes de type sordariol est remarquable, surtout
celle du sordarial qui semble prouver l'aliération d'une fonction de réduction
(eelle du groupement aldéhyde).

Les 3 mutants étudies ont un développement normal, ce qui confirme que, si
la mélanogenése est liee a la fructification, elle ne lui est pas indispensable. Ce-
pendant. la survic de tels organismes serait-elle possible ailleurs qu’au laboratoire
(voir Arpin & Bouillant, 1988)? A la suile de ce travail, nous envisageons
d¢tudier d'une part les intcractions possibles entre les 2 métabolismes
polvacetyliques mis en évidence chez S. macrospora. el d’autre part leur
eventuelle corrélation au developpement sporal. Les composes présents pour-
ratent constituer de bons marqueurs pour une telle recherche.
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